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i-H (54) Title: ADENOVIRAL SYSTEMS AND THE USES THEREOF 
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If) (54) Bezeichnung: ADENOVIRA LE SYSTEME UND DEREN ANWENDUNGEN 



(57) Abstract: The invention relates to a nucleic acid comprising an adenoviral nucleic acid, which also contains a nucleic acid 
sequence coding for YB-1. 

O 

£^ (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft eine Nukleinsa'ure umfassend eine adenoviral Nukleinsaure, die zu- 
^ satzliche eine fur YB-1 codierende NukJeinsauresequenz umfasst. 
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Adenovirale Systeme und deren Anwendungen 



Beschreibung 



Die vorliegende Erfmdung betrifft Nukleinsauren umfassend adenovirale Nukleinsaure, diese 
umfassende Adenoviren und deren Venvendung. 

Bei der Behandlung von Tumoren werden derzeit eine Vielzahl von Therapiekonzepten verfolgt 
Neben der Venvendung chirurgischer Techniken stehen dabei die Chemotherapie und die 
Strahlentherapie im Vordergrund. All diese Techniken sind jedoch fur den Patienten mit nicht 
unerheblichen Nebenwirkungen verbunden. 

Mit der Venvendung von replikationsselektiven onkolytischen Viren wurde eine neue Plattform 
fur dl e Behandlung von Tumoren geschaffen. Dabei wird eine selektive intratumorale 
Rephkanon eines viralen Agens herbeigefuhrt, die in der Folge zur Virusreplikation, Lyse der 
mfizierten Tumorzelle und Verbreitung des Virus auf benachbarte Tumorzellen fuhrt. Infolge der 
Beschrankung der Replikationsfahigkeit des Virus auf Tumorzellen bleibt normales Gewebe von 
der Infektion und damit der Lyse durch den Virus verschont. Beispiele fur derartige 
rephkationsselektive onkolytische Viren sind Gen-attenuierte Adenovirus und Herpesviren 
(Martuza, R. et al. Science 252, 854-858 (1991); Fueyo, J et al. Oncogene 19, 2-12 (2000)) 

Bin Beispiel fur einen derartigen Adenoviren ist dl 1520 (Onyx-015), der bereits erfolgreich in 
den klmischen Phasen I und II eingesetzt wurde (Khuri, F. et al. Nature Medicine 6, 879-885 
(2000). Onyx-015 ist ein Adenovirus, bei dem das E1B 55-kDa-Gen deletiert ist. Das E1B- 
55kDa-Gen P rodukt ist beteiligt an der Inhibierung von P 53, dem Transport viraler mRNA und 
dem Abschalten der Proteinsynthese der Wirtszelle. Die Inhibierung von P 53 erfolgt dabei durch 
AusbUden eines Komplexes aus p53 und dem adenoviral codierten ElB-55kDa Protein. Von 
P 53, codiert von TP53, geht ein komplexer regulatorischer Mechanismus aus (Zambetti, GP. et 
al., FASEB J, 7, 855-865), der u.a. auch dazu fuhrt, dass eine effiziente Replikation von Viren 
w,e Adenoviren in der Zelle unterdnickt wird. Das Gen TP 53 ist in etwa 50 % alIer 
menschlichen Tumoren deletiert oder mutiert mit der Folge, dass es zu keiner - erwunschten - 
Apoptose infolge einer Chemotherapie oder einer Bestrahlungstherapie kommt und damit der 
Erfolg dieser Tumorbehandlungen im Normalfall unterbleibt. 
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DNA-Tumorviren, wie Adenoviren, treiben die infizierten Zellen in die S-Phase des Zellzyklus 
um die virale DNA-Replikation zu erleichtern. Onyx-015 exprimiert das E1B-55 kDa Protein 
nicht und repliziert selektiv in Tumorzellen gegeniiber normalen Zellen. Dartiberhinaus besteht 
eine weitere Selektivitat dahingehend, dass solche Tumoren infolge der viralen Lyse der 
Tumorzellen eine vergleichsweise starkere Nekrose erfahren, die P 53-defizient sind, als jene, die 
den P 53-Wildtyp aufweisen (Khuri et aL, aaO). Trotz der grundsatzlichen Wirksamkeit von 
Onyx-015 bei der viral induzierten Onkolyse fan Falle von P 53-defizienten Tumoren ist die 
Erfolgsrate von 15 % der behandelten Tumore sehr gering. 

Ries et al. (Ries, SJ. et al. Nature Medicine 6, 1128 - 1132 (2000) haben eine prinzipielle 
Moglichkeit aufgezeigt, wie Onyx-015 auch bei Tumoren mit p53-Wildtyp erfolgreich 
verwendet werden konnen. Dabei wird das Tumorsuppressor-Protein pHARF nicht exprimiert. 
In Folge des Fehlens von pl4ARF unterbleibt die normale Reaktion des p53-Systems auf eine 
virale Infektion und erlaubt damit die Replikation von Onyx-015 auch in diesen Tumoren. Eine 
Anwendung dieser Erkenntnis setzt jedoch voraus, dass in der Tumorzelle ein geeigneter 
genetischer Hintergrund existiert oder durch geeignete therapeutische MaBnahmen bereitgestellt 
wird. Im ersteren Falle wtirde sich die Anzahl der mittels Onxy-015 therapierbaren Tumoren 
weiter verringern, im zweiten Fall ware eine aufwendige Anderung des genetischen 
Hintergrundes der Tumorzellen erforderlich. 

Der vorliegenden Erfmdung liegt die Aufgabe zugrunde, die bestehenden adenoviralen Systeme 
fur die viral induzierte Onkolyse zu verbessem. Insbesondere soil dabei die Erfolgsrate, mit der 
Tumoren erfolgreich behandelt werden k6nnen, erhoht sein verglichen mit dem Stand der 
Technik. 

Es ist eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, adenoviral Systeme fiir die viral 
induzierte Onkolyse bereitzustellen, die auch bei solchen Tumoren wirksam sind, die vom p53- 
Wildtyp sind. 

ErfindungsgemaB wird die Aufgabe in einem ersten Aspekt gelSst durch eine Nukleinsaure 
umfassend eine adenoviral Nukleinsaure, wobei die Nukleinsaure eine fiir YB-1 codierende 
NukleinsSuresequenz umfasst. 
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In einer Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass die adenovirale Nukleinsaure eine fur El-B 
codierende Nukleinsaure umfasst. 

In einer wei.eren Ausfflhxungsform is, vorgesehen, dass die adenoviral Nukleinsaure eine fiir 
E4orf6 codierende Nukleinsaure umfasst. 

In einer noch weiteren Ausfuhrungsform ist ein Promoter vorgesehen, der die Expression von 
El-B steuert. 

In einer noch weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass ein Promotor vorgesehen ist, der 
die Expression von E4orf6 steuert. 

In einer noch weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass E1B das El-B 55 kDa-Protein ist. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass die Nukleinsaure fur funktional inaktive 
Genprodukte E1B und/oder El und/oder E3 und/oder E4 codiert. 

In einem zweiten Aspekt wird die Aufgabe gelOst durch eine Nukleinsaure umfassend eine fur 
YB-1 codierende Nukleinsauresequenz und eine einen Kerntransport von YB-1 vermittelnde 
Nukleinsauresequenz. 

In einer Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass die den Kerntransport von YB-1 vermittelnde 
Nukleinsauresequenz ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Signalsequenzen und 
Transportsequenzen umfasst. 

In einem dritten Aspekt betrifft die Erfindung eine Nukleinsaure umfassend eine adenovirale 
Nukleinsaure, wobei die adenovirale Nukleinsaure anstelle eines bzw. des funktionalen late E2- 
Promotors, insbesondere des funktional aktiven late E2-Promotors, einen tumorspezifischen 
Promotor aufweist. 

In einem vierten Aspekt betrifft die Erfindung eine Nukleinsaure umfassend eine adenovirale 
Nukleinsaure, wobei die adenovirale Nukleinsaure anstelle eines bzw. des funktionalen late E2- 
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Promoters, insbesondere des funktional aktiven late E2-Promotors, einen gewebespezifischen 
Promotor aufweist. 



In einem funften Aspekt wird die Aufgabe gelost durch ein adenovirales Replikationssystem 
umfassend eine adenovirale Nukleinsaure, wobei die adenovirale Nukleinsaure defizient fur die 
Expression des El A-Proteins ist, und umfassend eine Nukleinsaure eines Helfervirus, wobei die 
Nukleinsaure des Helfervirus eine Nukleinsauresequenz umfasst, die fur YB-1 codiert. 

In einer AusfUhrungsform ist vorgesehen, dass die adenovirale Nukleinsaure und/oder die 
Nukleinsaure des Helfervirus als replizierbarer Vektor vorliegt. 

In einem sechsten Aspekt wird die Aufgabe gelost durch einen Vektor, bevorzugterweise einen 
Expressionsvektor, der ein der erfindungsgemafien Nukleinsauren umfasst. 

In einem siebten Aspekt wird die Aufgabe gelfist durch eine Vektorgruppe umfassend 
mindestens zwei Vektoren, wobei die Vektorgruppe insgesamt ein erfrndungsgemaBes 
adenovirales Replikationssystem umfasst. 

In einer Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass eine jede Komponente des adenoviralen 
Replikationssystems auf einem eigenen Vektor, bevorzugterweise einem Expressionsvektors, 
angeordnet ist. 



In einer weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass mindestens zwei Komponenten des 
adenoviralen Replikationssystems auf einem Vektor der Vektorgruppe angeordnet sind. 

In einem achten Aspekt betrifft die Erfindung ein Adenovirus umfassend eine der 
erfindungsgemaBen Nukleinsauren. 



In einer Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass das Adenovirus ein Kapsid umfasst 

In einem neunten Aspekt betrifft die Erfindung eine Zelle umfassend eine erfindungsgemaBe 
Nukleinsaure und/oder ein erfrndungsgemaBes adenovirales Replikationssystem und/oder einen 
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ernndungsg. m5B en Vek,or und/oder eine erundungsgemaue Vekf 

ernndungsgemiiBen Adenovirus, uno/oaer emen 

In einem aehnten Aspekt belrifft die Erfinduna die v,™,_j 

Nukta-maum • , Verwendung emer erfindungagemaBen 

. eri!nd ~ Wen — «*— RepHkanonssyslen* und/oder 

erne, Vek.ors und/oder einer erfindungsgemauen Vefcorengruppe und/oder 



to einer Ausfflhrungsforn, is, vorgesehen, dass da, Medikamen, iur die Behandiung und/oder 
ProphylaxevonTiunorerkrankungenist. 

In einer weileren Ausfthrungsfo™ is, vorgesehen, dass das Medikan.en, wei,er eine 
pharmazeutisch wirksame Verbindung enthait. 

In einer AusfUhrungsform is, vorgesehen, dass die pharmazeu.ische Verbindung aus gewahl, is, 
aus der Gruppe, die Zy ,os,a,ika umfass,. Geeignete Zytestetika sind, un.er anderen, eis-Piann 
Taxol, Daunoblastin, Adriamycin und Mitoxanfon. 

to einem eiften Aspek, beteiffi die Erfindung die Verwendung einer ernndung S ge ma8 en 
Nuk.e.nsaure und/oder eines erflndungsgemaflen adenoviralen Rep,ika,ionssys,en,s und/oder 
ernes erfindungsgemaOen Vek,o re und/oder einer erfindungsgemMen Vekterengruppe und/oder 

Aden0Vi ™ S ™ d/oil « — ernndungsge-MBen ZeUe zur HersteBung 
ernes Medikantents fur die Behandiung und/oder Prophylaxe von Tunaorerkrankungen, wobei die 
Tumorzellen eine vom Zelkyklus unabhSngige Kemlokalisation von YB-1 aufweisen. 

to einer Ausfflhrungsfont, is, vorgesehen, dass die Nukieinsaure fflr eine ' adenoviral 
Nukleinaaure codier, und die adenoviral Nukleinslure mB-defeien,, insbesondere E1B 55kDa- 
defizient ist 

In einer weiteren AusfUhrungsfonn ist vorgesehen, dass der Adenovirus ElB-defizient 
insbesondere E1B 55 kDa- defizient ist. 
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In einer alternative Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass die Nukleinsaure fur eine adenoviral 
Nukleinsaure codiert und die adenovirale Nukleinsaure ftlr E1B codiert, insbesondere ftir E1B 
55kDa. 

In einer Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass der Adenovirus E1B exprimiert, insbesondere 
E1B 55 kDa. 



In einer noch weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass die adenovirale Nukleinsaure fur 
El A codiert. 

In einer noch weiteren AusfTihrungsform ist vorgesehen, dass der Adenovirus El A exprimiert. 

In den verschiedenen Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass der Tumor undVoder die 
Tumorerkrankung ausgewahlt ist aus der Gruppe, die p53-positive Tumoren, p53-negative 
Tumoren, maligne Tumoren, benigne Tumoren und Kombinationen davon umfasst. 

In einem zwdlften Aspekt betrifft die Erfmdung ein Verfahren zum Screenen von Patienten, die 
mit einem ElB-defizienten, bevorzugterweise E1B 55 kDa-defizienten, Adenovirus behandelbar 
sind, welches die folgenden Schritte umfasst: 

- Untersuchen einer Probe des Tumorgewebes und 

- Festellen, ob YB-1 im Kern Zellzyklus-unabhSngig lokalisiert ist. 

In einer Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass die Untersuchung des Tumorgewebes unter 
Verwendung eines Mittels erfolgt, das ausgewahlt ist aus der Gruppe, die AntikSrper gegen YB- 
lumfasst. 

In einem dreizehnten Aspekt betrifft die Erfmdung die Verwendung eines Antikdrpers gegen 
YB-1 zur Bestimmung von Patienten, insbesondere Tumorpatienten, die mit einem E1B- 
defizientem, bevorzugterweise E1B 55kDa-defizientem Adenovirus behandelbar sind. 
In einem vierzehnten Aspekt betrifft die Erfmdung einen Komplex umfassend mindestens ein 
YB-l-MolekUl und mindestens ein E1B 55 kDa-Protein. 
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joiner AusnUrungsforrn ist vorgesehen> dass ^ ^...^ ejn ^ ^ 

In einer weiteren Ausfuhrungsfonn is, vorgeseben, dass das YB-1 „u k .ear exprimiertes YB-, is, 

vTn NuTT" 8 hieri " WW <*< - *~ 

von Nukl e,ns urese„ verwendet. Bei den erEndungsgemanen NulcIdnstoen ebenso wie 

be, den erfintagsgenraBen Adenoviren hande,, ea sioh bevorzuglerweise urn reKombinan,, 

^^-*--*» ^ wenn eine Veranderung gegenllber dem Wi.d^p vorgenommen 
wurfc ta Zusammenbang mit der vorIjegenden ^ ^ ^ 

NuUe„*auren sowie die erfindungsgernaEen Adenoviren lypischerweise eine El-Defenon, eine 
El-B3-Dele„on und/oder ei„. E4.Ddc.ion auf, d. h. die Nu kl einsaure bzw. die entsprechenden 
Adenoviren s.nd nicb. in der Lage, funklional aWve El- und/oder E3- und/oder E4- 
Expr^onsproduxte zu erzeugen bzw. emsprechende Produce konnen von diesen nich, erzeug, 

Z LlT ch T: * diM durch eine De,e!ion oder ^ * «*— . 

einschhefiheh emer Punktmutation, bewerkstelligt. 

In einem ftafcetaten Aspek, betriffi die Briindung die Verwendung eines Ko mpI exes umfassend 
mmdestens ein YB-l-Molekltl und mindestens ein E!A-Protein. 

In einer Ausfuhnmgsform ist vorgeseben, dass ein oder mehrere der Pro.eine der ElA-Region 
fransaklivierend auf die adenoviral Genexpression, aber nicb. auf die Reputation eines 
Adenovirus aktivierend wirkt/wirken. 

In einem sechzehnten Aspekt betriffi die Erfindung die Verwendung eines erfmdungsgemaBen 
KompIexes umfassend mindestens ein YB-l-Molekul und mindestens ein ElA-Protein zur 
Tumorbehandlung, insbesondere zur Tumorlyse. 

In einem siebzehnten Aspekt betriffi die vorliegende Erfindung die Venvendung eines E1B- 
defi 2J enten Adenovirus zur Herstellung eines Medikamentes zur Behandlung von Tumoren, die 
YB-1 im Kern aufweisen. 
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In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist vorgesehen, dass die Kernlokalisation von YB-1 unter 
dem Einfluss exogener Mal3nahmen erfolgt. 

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform ist vorgesehen, dass die exogenen MaBnahmen 
solche Maflnahmen sind, die ausgewShlt sind aus der Gruppe, die Bestrahlung, Zytostatika und 
Hyperthermic umfasst. 

In einer noch weiteren Ausfiihrungsform ist vorgesehen, dass die exogene MaBnahme an dem 
Organismus angewandt wird, fiir den das Medikarnent bestimmt ist. 

Weitere Ausfiihrungsformen ergeben sich aus den Unteranspriichen. 

Der Erfindung liegt die iiberraschende Erkenntnis zugrunde, dass nach Infektion einer Zelle, 
typischerweise einer Tumorzelle mit Adenovirus eine Komplexbildung zwischen YB-1 und dem 
adenoviralen Genprodukt E1B-55 kDa und infolge dieser Komplexbildung ein Transport von 
YB-1 in den Kern erfolgt, was eine effektive Replikation des Virus im Zellkern in vivo erlaubt. 
Dabei wurde weiter festgestellt, dass auch E4orf6 an E1B-55 K bindet (Weigel, S., Dobbelstein , 
M. J. Virology, 74, 764-772, 2000,. The nuclear export signal within the E4orf6 protein of 
adenovirus type 5 supports virus replication and cytoplasmic accumulation of viral mRNA; 
Keith N. Leppard, Seminars in Virology, 8, 301-307, 1998. Regulated RNA processing and RNA 
transport during adenovirus infection) und somit den Transport bzw. die Verteilung von E1B-55 
K in den Kern vermittelt. Durch das Zusammenwirken von E1B-55 K und YB-1 bzw. E1B-55 K, 
YB-1 und E4orf6 erfolgt somit eine effiziente Replikation des Virus, was wiederum zur einer 
Lyse der Zelle, Freisetzung des Virus und Infektion und Lyse benachbarter Zellen fiihrt, so dass 
im Falle der Infektion einer Tumorzelle bzw. eines Tumors letztlich eine Lyse des Tumors, d.h. 
eine Onkolyse, auftritt. 

Eine weitere der Erfindung zugrundeliegende Erkenntnis besteht darin, dass YB-1 als 
Transkriptionsfaktor an den spSten E2-Promotor (engl. E2 late Promotor) von Adenovirus bindet 
und die Replikation des Adenovirus iiber diesen aktiviert. Damit werden neue Adenoviren und 
adenovirale Systeme fiir die Onkolyse mOglich. 
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Weiterhin lieg, der vorliegenden Erfmdung die tiberraschende Erkenntins zugntnde, dass die 
Expresston des Transgens YB-, in einem adenoviral Vek,or zur viraien Replikation fito 
Dabe, werden die viraien Gene E1B, E3 and E4 nich, eingeschal.e,, wa S in, wesenthchen darin 
begmnde, hegt dass der adenoviral Vektor hinsichflich El und/oder E3 delete, ist Diese 
Gene sind jedoch fur eine sehr entente Relation bzw. Par.ikelbi.dung notwendig (Goodmm 

°- A - R ° ,eS to "» 24 °< {6 - *"« BIB 55-kiIodal.on proteins in eell cycle-' 
mdependen, adenovirus replication. J. Virol, 73, 74474-7488 (1999); Medghalchi S 
Padmanabhan, R„ Ketner, G. Early region 4 modulates adenovirus DNA replication by two 
genetically separable mechanisms. Virology, 236, 8-17 (1997). Es is, weiterhin bekann. dasa 
zwei Proteine (das 12S- nnd das 13S-P,o,ein), die von E1A codiert werden, die Expression der 
anderen adenoviralen Gene steuem bzw. induzieren (Nevin,, J. R. Mechanism of activation of 
early vim, transcription by the adenovirus E1A gene products. Cell 26, 213-220 (1981V 
Boulanger, P e, al. (1991); Biochem. J. 275, 28,-299). Dabei ha, sich gezeig,, dass haup«sach,ich 
dte CR3-Region des 13S-Proteins die transaktivierende Funktion austib, (Wong HK, Ziff EB 
Complementary functions of Ela conserved region 1 cooperate with conserve* region 3 to 
acnvate adenovirus serotype 5 early promotes. J Virol. 1994, 68(8) : 4910-20). Adenoviren die 
besnmmte Deletionen in der CR1- und/oder CR2-Region des 13S-Pro,=ins aufweisen, k8nnen 
ntch, replizieren, wiricen aber noch transaktivierend auf die viralen Gene bzw. Promotoren 
(Wong HK, Ziff EB. Complementary functions of Ela conserved region , cooperate wifl, 
conserved region 3 to activate adenovints serotype 5 early promoters. , Virol. !994, 68(8)4910- 



Dte Kombtnation eines deratligen Systems, d. h. eines Systems, welches die viralen Gene 
etnschaltet, aber nich. znr viralen Replikation fihig ist, mi, einer Tumor- bzw. Gewebe- 
speztfischen Expression des Transgere YB-1 wMe hingegen eine sehr effektive virale 
Replikation bzw. Partike.bildung and dami, eine Onko.yse erlauben. Als geeignete Tumor- bzw 
Gewebe-spezifische Promo,oren kdnnen jene verwende, werden, wie sie hienn insgesam, 
beschneben wurden. 

YB-l ist ein Vertreter der Y-Box-Proteinfamilie, die an das DNA-Sequenzmotiv Y-Box bindet. 
Das Y-Box-Motiv stellt ein transkriptionell regulatorisches Element dar, das sich in den 
Promotor-oder Enhancer-Regionen einer Anzahl unterschiedlicher Gene findet, die ein Rolle bei 
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der Regulation der Zellproliferation spielen (Ladomery, M. et al., 1995; Bioassays 17: 9-11; 
Didier, D.K. et ah, 1988, PNAS, 85, 7322-7326). 

Adenoviren sind in der Technik bekannt. Dabei handelt es sich urn dsDNA-Viren (Boulanger, P 
et al. (1991); Biochem. J. 275, 281-299). Die Organisation des Genoms ist in Fig. 1 dargestellt 
Die vollstSndige Nukleotidsequenz des adenoviralen Genoms ist bekannt und beschrieben in 
(Chroboczek, J. et al., Virology 1992, 186, 280-285). Ein fiir die Verwendung von Adenoviren 
besonders wichtiger Teil des Genoms sind die sogenannten friihen oder early Gene und deren 
Genprodukte, die als El, E2, E3 und E4 bezeichnet werden. Dabei umfasst El zwei 
Genprodukten E1A und E1B, die Onkogene darstellen. Die insgesamt drei Genprodukte der 
Gruppe E2 sind zusammen mit den Genprodukten E3 und E4 an der Replikation beteiligt. 

Die im Stand der Technik bekannten adenoviralen Systeme zur Onkolyse wie beispielsweise 
Onyx-015 weisen eine Deletion fUr E1B - 55 kDa-Protein auf. Diese Deletion war 
vorgenommen worden unter der Annahme, dass ein intaktes p53-Gen einer effiziente 
Replikation in vivo entgegenwirkt und um eine adenovirale Replikation in vivo nur in p53- 
negativen/mutierten Zellen sicher zu stellen, ftihrt jedoch verglichen mit dem Wildtyp zu einer 
um zwei GroBenordnungen verringerten Partikelanzahl infolge gestfirter Replikation. 
Andererseits greifen diese adenoviralen Systeme nach dem Stand der Technik auf El A zurilck, 
um vermittels des friihen E2-Promotors (E2 early Promotor) die in vivo Replikation zu steuern. 

Die vorliegende Erfindung wendet sich von diesem Prinzip insoweit ab, als dass die hierin 
beschriebenen adenovirale Systeme auf den spaten E2 -Promotor zurtlckgreifen. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung sollen hierin die Begriffe Adenovirus und adenovirale 
Systeme als im wesentlichen die gleiche Bedeutung aufweisend verstanden werden. Unter 
Adenovirus soli dabei insbesondere das vollstSndige Viruspartikel verstanden werden umfassend 
das Kapsid und die NukleinsSure. Der Begriff adenovirals System stellt insbesondere darauf ab, 
dass die NukleinsSure gegenttber dem Wildtyp verSndert ist. Bevorzugt umfassen derartige 
Anderungen Anderungen im Aufbau des Genoms des Adenovirus wie Deletieren und/oder 
Hinzufllgen und/oder Mutieren von Promotoren, regulativen Sequenzen und codierende 
Sequenzen (wie Leserahmen). Der Begriff adenovirale Systeme wird dariiber hinaus bevorzugt 
in dem Zusammenhang verwendet, dass es sich dabei um einen Vektor handelt. 
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system that confers transgene expression in ovarian cancer cells but not in normal mesothelial 
cells. Cancer Gene Therapy, 6, 99-106, 1999), Argenin-Vasopressin-Promotor (Coulson, JM, 
Staley, J., Woll, PJ. Tumour-specific arginine vasopressin promoter activation in small-cell lung 
cancer. British J. Cancer, 80, 1935-1944, 1999) und der PSA-Promotor (Hallenbeck PL, Chang, 
YN, Hay, C, Golightly, D., Stewart, D., Lin, J., Phipps, S., Chiang, YL. A novel tumour-specific 
replication-restricted adenoviral vector for gene therapy of hepatocellular carcinoma. Human 
Gene Therapy, 10, 1721-1733, 1999) dar. 

Hinsichtlich des Telomerase-Promotors ist bekannt, dass dieser in humanen Zellen von einer 
zentralen Bedeutung ist. So wird die Telomeraseaktivitat durch die transkriptionelle Kontrolle 
des Telomerase reverse Transkriptase-Gens (hTERT), welches die katalytische Untereinheit des 
Enzyms darstellt, reguliert. Die Expression der Telomerase ist in 85% von humanen 
Tumorzellen aktiv. Dahingegen ist sie in den meisten normalen Zellen inaktiv. Ausgenommen 
sind Keimzellen und embryonales Gewebe [Braunstein, I. et al. (2001). Human telomerase 
reverse transcription promoter regulation in normal and malignant human ovarian epithelial 
cells. Cancer Research, 61, 5529-5536; Majumdar AS et al. (2001). Tehe telomerase reverse 
transcriptase promoter drives effcacious tumor suicide gene therapy while preventing 
hepatotoxicity encountered with constitutive promoters. Gene Therapy, 8, 568-578]. Genaue 
Untersuchungen am hTERT-Promotor haben gezeigt, dass Fragmente des Promotors von 283 bp 
bzw. 82 bp vom Initiationscodon entfemt fiir eine spezifische Expression in Tumorzellen 
ausreichend sind (Braunstein I. et al.; Majumdar AS et al., aaO). Daher eignet sich dieser 
Promotor bzw. die spezifischen Fragmente, um eine spezifische Expression eines Transgens nur 
in Tumorzellen zu erzielen. Der Promotor soli die Expression des Transgens YB-1 und/oder ein 
verktlrzte Form, die funktionell noch aktiv ist, nur in Tumorzellen eimSglichen. Die Expression 
des Transgens in einem adenoviralen Vektor fiihrt dann zur viralen Replikation des adenoviralen 
Vektors und in der Folge zu einer Onkolyse. Es ist auch im Rahmen der vorliegenden Erfindung, 
dass der Leserahmen des YB-1 im Leserahmen (engl. „in frame") mit einem oder mehreren der 
Genprodukte des adenoviralen Systems ist. Der Leserahmen von YB-1 kann jedoch auch 
unabhangig davon sein. Bei der fiir YB-1 codierenden Nukleinsaure kann es sich um die 
vpllstSndige Sequenz handeln. Es ist jedoch auch im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass 
die Nukleinsauresequenz verkttrzt ist. Eine derartige verktlrzte NukleinsSuresequenz und damit 
auch ein derartiges verkttrztes YB-1 -Protein ist insbesondere auch dann noch im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung, wenn ein derartiges verktirztes YB-1 noch eine Funktion oder 
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Eigenschaft aufweist, wie das vollstandige YB-1. Bine derartige Funktion oder Eigenschaft ist 
beispielsweise die Fahigkeit, in den Kem zu gelangen, mit oder ohne an ElB-55kDa-Protein zu 
binden, oder an den E2 late- Promotor zu binden. 

Die adenovirale Nukleinsaure, die in der erfindungsgemaBen Nukleinsaure umfasst ist, kann 
dabei eine jede adenovirale Nukleinsaure sein, die zu einem Replikationsereignis fur sich oder in 
Verbindung mit weiteren Nukleinsauresequenzen fuhrt. Bei den weiteren 
Nukleinsauresequenzen kann es sich beispielsweise urn YB-1 handeln. Dabei ist es moglich, wie 
hierin noch ausgefiihrt werden wird, dass mittels Helferviren die fur die Replikation 
erforderlichen Sequenzen und/oder Genprodukte bereitgestellt werden. Bin Beispiel fur eine 
derartige adenovirale Nukleinsaure stelle die Nukleinsaure von Onyx-015 dar, die eine 
Expression von El A aber nicht fur E1B erlaubt. 

Bei der Ausfuhrungsform der erfindungsgemafien Nukleinsaure, die eine fur YB-1 codierende 
Nukleinsauresequenz umfasst, kann vorgesehen sein, dass die adenovirale Nukleinsaure eine fur 
El-B codierende Nukleinsaure umfasst. Dabei ist es moglich, dass die fur El-B codierende 
Nukleinsaure zwar vorhanden ist, jedoch das durch sie codierte El-B nicht exprimiert wird. Dies 
wird beispielsweise dadurch bewerkstelligt, dass der fur El-B codierenden Nukleinsaure ein 
geeigneter-Promotor fehlt. Dies kann beispielsweise dann der Fall sein, wenn E1A nicht 
exprimiert wird. Es ist jedoch auch im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass es zu einer 
Expression von El-B kommt, beispielsweise indem die fur El-B codierende Nukleinsaure unter 
der Kontrolle eines geeigneten Promotors steht. Ein geeigneter Promotor ist beispielsweise 
ausgewahlt aus der Gruppe, die Cytomegalovirus-Promotor, RSV-(Rous sarcoma Virus) - 
Promotor, adenovirus-basierender Promotor Va I und den nicht-viralen YB-l-Promotor umfasst. 
Daruber hinaus eignen sich auch in diesem Falle die vorstehend genannten Promotoren, d. h. der 
Telomerase-Promotor, der Alpha-Fetoprotein (AFP)-Promotor, der Caecinoembryonic Antigen 
Promotor (CEA), der L-PIastin-Promotor, Argenin-Vasopressin-Promotor und der PSA- 
Promotor. 



Wie hierin offenbart ist El-B-55k an der Verteilung bzw. dem Transport von YB-1 in den 
Zellkem beteiligt. Da E4orf6 wieder rum an El-B-55k bindet und ebenfalls fur den Transport 
von El-B-55 in den Kern verantwortlich ist, spielt insoweit E4orf6 auch eine bedeutende Rolle 
fur die Verteilung bzw. den Transport von YB-1 in den Zellkern. Es ist somit auch im Rahmen 
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der vorliegenden Erfmdung, dass die Gene der E4-Region, insbesondere E4orf6 auch unter 
Kontrolle eines der vorstehend genannten Promotors steht. In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform ist dabei vorgesehen, dass der adenoviral E4-Promotor nicht mehr funktional 
ist. Es ist dabei besonders bevorzugt, wenn der adenovirale E4-Promotor deletiert ist. 

Bei einer Ausfuhrungsform der erfmdungsgemaBen Nukleinsaure, die eine fur YB-1 codierende 
Nukleinsauresequenz umfasst, kann vorgesehen sein, dass die adenovirale Nukleinsaure eine fiir 
El-A codierende Nukleinsaure umfasst, die adenovirale Nukleinsaure jedoch keine Expression 
von El-B erlaubt und somit dem Aufbau der DNA von Onyx-015 entspricht. 

Allgemein gilt hierin, das warm immer Bezug genommen wird auf El-B dies bevorzugterweise 
fur E1B 55 kDa-Protein gilt, sofern sich kein hierzu gegenteiliger Hinweise findet. 

Sofem hierin auf codierende NukleinsSuresequenzen Bezug genommen wird und es sich dabei 
urn solche NukleinsSuresequenzen handelt, die bekannt sind, ist es im Rahmen der Erfmdung, 
dass nicht nur die identische- Sequenz verwendet wird, sondern auch hiervon abgeleitete 
Sequenzen. Unter abgeleiteten Sequenzen sollen hierin insbesondere solche Sequenzen 
verstanden sein, die noch zu einem Genprodukt fiihren, das eine Funktion aufweist, die einer 
Funktion der nicht abgeleiteten Sequenz entspricht. Dies kann durch einfache Routinetests 
festgestellt werden. Ein Beispiel fur derartige abgeleitete Nukleinsauresequenzen sind jene 
NukleinsSuresequenzen, die fur das gleiche Genprodukt, insbesondere fur die gleiche 
Aminosauresequenz codieren, jedoch infolge der Degeneriertheit des genetischen Codes eine 
andere Basenabfolge aufweisen. 

Ein weiterer Aspekt bestehend in der erfmdungsgemaBen Nukleinsaure umfassend eine fur YB-1 
codierende Nukleinsaure und eine einen Kerntransport von YB-1 vermittelnde 
Nukleinsauresequenz beruht auf der ebenfalls iiberraschenden Erkenntnis, dass bei 
Vorhandensein von YB-1 im Kern, insbesondere unabhangig vom Zellzyklus, eine Replikation 
von Adenoviren in einer Zelle, bevorzugterweise in einer Tumorzelle erfolgt. Als Adenoviren 
bzw. adenovirale Systeme und damit die entsprechenden Nukleinsauren kQnnen im 
Zusammenhang damit und in Kombination mit diesen erfmdungsgemaBen Nukleinsauren die 
erfmdungsgemaBen Nukleinsauren, Adenoviren und adenoviralen Systemesowie die im Stand 
der Technik bekannten Adenoviren wie beispielsweise Onyx-01 5 verwendet werden. 
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Geeignete den Kerntransport vermittelnde Nukleinsauresequenzen sind den Fachleuten auf dem 
Gebiet bekannt und beispielsweise beschrieben in (Whittaker, G.R. et al., Virology, 246, 1-23, 
1998; Friedberg, E.C., TIBS 17, 347, 1992; Jans, D.A. et al., Bioessays 2000 Jun; 22(6): 532-44; 
Yoneda, Y., J. Biocehm. (Tokyo) 1997 May; 121(5): 811-7; Boulikas, T., Crit. Rev. Eukaryot. 
Gene Expr. 1993; 3(3): 193-227). Bei den den Kerntransport vermittelnden 
NukleinsSuresequenzen konnen verschiedene Prinzipien verwendet werden. Ein derartiges 
Prinzip besteht darin, dass, dass YB-1 als Fusionsprotein mit einem Signalpeptid ausgebildet 
wird und infolge des Signalpeptids YB-1 in den Zellkern geschleust wird. Ein weiteres Prinzip 
besteht darin, dass YB-1 mit einer Transportsequenz versehen wird, die dazu ftthrt, dass YB-1, 
bevorzugterweise ausgehend von einer Synthese im Cytoplasma, in den Zellkern geschleust wird 
und dort die virale Replikation befordert. Ein Beispiel fxir eine besonders wirksame den 
Kerntransport vermittelnde Nukleinsauresequenz stellt die TAT-Sequenz von HIV dar, die neben 
weiteren geeigneten derartigen Nukleinsauresequenzen beispielsweise beschrieben ist in 
Efthymiadis, A., Briggs, LJ, Jans, DA. The HIV-1 tat nuclear localisation sequence confers 
novel nuclear import properties. JBC, 273, 1623. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung bestehend in einer NukleinsSure umfassend eine adenovirale 
Nukleinsaure, wobei die adenovirale Nukleinsaure anstelle des spaten (late) E2-Promotors einen 
tumorspezifischen Promotor aufweist, beruht ebenfalls auf der iiberraschenden Erkenntnis, dass 
die Expression und somit die Replikation des Adenovirus und damit die Onkolyse wesentlich 
von der Steuerung der adenoviralen Gene und Genprodukte, insbesondere der E2 -Region durch 
den spSten E2-Promotor, insbesondere in vivo, abhangt. Die eine Transkriptionseinheit 
darstellende E2 -Region von Adenovirus besteht aus den E2A- und E2B-Genen, die fiir die virale 
Replikation vitale Proteine codieren: pTP (precursor terminal proein), die DNA-Polymerase und 
DBP, ein multifunktionelles DNA-Bindungs-Protein. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
bezeichnen die Begrifflichkeiten deletierter Promotor, nicht-funktional aktiver, funktional nicht 
aktiver oder nicht-fiinktionaler Promotor, dass der Promotor als solcher nicht mehr aktiv ist, d. h. 
von diesem aus keine Transkription mehr erfolgt. Ein derartiger nicht-funktionaler Promotor 
kann auf den Fachleuten auf diesem Gebiet bekannten Wegen erzeugt werden. Beispielsweise 
kann dies erfolgen durch eine vollstandige Deletion des Promotors, durch eine teilweise Deletion 
des Promotors oder aber auch durch eine Punktmutation. Weitere Moglichkeiten der Mutationen 
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derartiger Promotoren kSnnen darin bestehen, dass die raumliche Beziehung der den Promotor 
aufbauenden Elemente verandert und dieser dadurch funktional inaktiv wird. 

Mit der Liaktivierung des spSten E2-Promotors und dessen Ersatz durch einen rumorspezifischen 
bzw. gewebespezifischen Promotor und damit dem Herstellen einer der erfmdungsgemafien 
Nukleinsauren wird gewShrleistet, dass die fur die adenoviral Replikation wichtigen Gene bzw. 
Genprodukte unter der Kontrolle des Tumors bzw. des entsprechenden Gewebes stehen mit der 
Folge, dass die Replikation des Adenovirus spezifisch im Tumor oder in einem bestimmten 
Gewebe erfolgt. Damit wird der Forderung nach spezifischer viral vermittelter Lyse von Zellen 
entsprochen und damit die Sicherheit des Systems gewahrleistet. Die Inaktivierung des spaten 
E2-Promotors karm dabei dadurch erfolgen, dass dieser vollstandig deletiert ist. Es ist jedoch 
auch im Rahmen der Erfmdung, dass der spate E2-Promotor so verandert ist, dass er nicht mehr 
als Promotor funktionell aktiv ist. Dies kann beispielsweise dadurch bewerkstelligt werden, dass 
die Bindungsstelle des Promotors filr YB-1 so verandert, beispielsweise mutiert oder deletiert, 
wird, dass eine Bindung von YB-1 an den Promotor nicht mehr moglich wird. Eine 
entsprechende Deletion konnte die Deletion der Y-Box aus dem Promotor darstellen. Der hierin 
verwendete Begriff, dass eine erfindungsgemSBe Nukleinsaure anstelle des E2-Promotors einen 
gewebe- oder rumorspezifischen Promotor aufweist, umfasst die vorstehend beschriebenen 
Mogh'chkeiten. Lrso weft ist der Begriff funktional zu verstehen. 

Urn die Sicherheit des Systems, welches die Expression der E2-Genprodukte tiber einen Tumor- 
bzw. Gewebe-spezifischen Promotor steuert, nochmals zu verbessern, soli in einer bevorzugten 
AusfUhrungsform gleichzeitig zum E2 late Promotor der E2 early Promotor funktional inaktiv 
sein, beispielsweise deletiert bzw. so verandert werden, dass er nicht mehr als Promotor 
funktional aktiv ist. Damit wird sichergestellt, dass der E2 early Promotor keinen Einfluss auf 
die Expression der E2-Gene ausiiben kann. Stattdessen werden erfindungsgemSB die beiden 
Promotoren, d. h. der E2 late Promotor sowie der E2 early Promotor bevorzugter Weise durch 
einen Gewebe- oder Tumor-spezifischen Promotor ersetzt. Auch hier konnen die hierin im 
Zusammenhang mit der YB-1 kodierenden NukleinsSuresequenz beschriebenen Promotoren 
verwendet werden. 

Die adenovirale NukleinsSure bzw. die entsprechenden Adenoviren umfassen bevorzugterweise 
die Gene fttr El A, E1B, E2 und E3. In bevorzugten Ausfuhrungsformen kann die fUr E3 
codierende NukleinsSure deletiert sein. 
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Die vorstehend beschriebenen Konstrukte von Adenoviren und insbesondere deren 
Nukleinsauren konnen auch in eine Zelle, insbesondere eine Tumorzelle, in Teilen eingebracht 
werden, wobei dann infolge der Anwesenheit der verschiedenen Einzelkomponenten diese so 
zusammenwirken, als stammten die Einzelkomponenten von einer einzelnen Nukleinsaure. Eine 
typische AusprMgung dieses hierin als adenovirals Replikationssystem bezeichneten sieht dabei 
vor, dass die adenoviral Nukleinsaure defizient fur die Expression des ElA-Proteins ist Das 
bevorzugterweise zellulare Replikationssystem umfasst eine Nukleinsaure eines Helfervirus 
wobei die Nukleinsaure des Helfervirus eine Nukleinsauresequenz umfasst, die fur YB-1 codiert' 
Dabei kann vorgesehen sein, dass die adenoviral Nukleinsaure oder die Nukleinsaure des 
Helfervirus einzeln oder getrennt als replizierbare Vektoren vorliegen. 

Die erfindungsgemaBen Nukleinsauren kfinnen als Vektoren vorliegen. Bevorzugtenveise 
handelt es sich urn virale Vektoren. Im Falle der adenoviral Nukleinsauren' umfassenden 
erfindungsgemaBen Nukleinsauren ist das Viruspartikel dabei der Vektor. Es ist jedoch auch im 
Rahmen der vorliegenden Erfmdung, dass die erfindungsgemaBen Nukleinsauren in einem 
Plasmidvektor vorliegen. Li einem jeden Fall weist der Vektor Elemente auf, die fiir die 
Vermehrung der inserierten Nukleinsaure (Replikation) und ggf. Expression der insenerten 
Nukleinsaure sorgen-bzw. diese steuern. Geeignete Vektoren, insbesondere auch 
Expressionsvektoren, und Elemente sind den Fachleuten auf dem Gebiet bekannt und 
beispielsweise beschrieben in Grunhaus, A., Horwitz, M.S., 1994, Adenoviruses as cloning 
vectors. In Rice, C., Hrsg., Seminars in virology, London: Saunders Scientific Publications 
1992; 237 -252. 

Die oben beschriebene Ausfuhrungsform, dass die verschiedenen Elemente der 
erfindungsgemaBen Nukleinsaure nicht notwendigerweise auf nur einem Vektor enthalten sein 
mussen, tragt der Aspekt der Erfmdung Rechnung, der die Vektorgruppe umfasst. Eine 
Vektorgruppe umfasst entsprechend mindestens zwei Vektoren. Ansonsten gilt betreffend die 
Vektoren das hierin allgemein zu Vektoren ausgefuhrte. 

Die erfindungsgemaBen Adenoviren sind durch die verschiedenen hierin offenbarten 
Nukleinsauren charakterisiert und umfassen ansonsten all jene den Fachleuten auf dem Gebiet 
bekannten Elemente, wie dies auch bei Adenoviren vom Wildtyp der Fall ist (Shenk, T.: 
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Adenoviridae: The virus and their replication. Fields Virology, 3. Auflage, Hrsg. Fields, B.N., 
Knipe, D.M., Howley, P.M. et al., Lippincott-Raven Publishers, Philadelphia, 1996, Kapitel 67). 

Die erfindungsgemaBen Agenzien, d.h. die Nukleinsauren, diese enthaltende Vektoren und 
Vektorengruppen, Zellen und Adenoviren und adenoviralen Replikationssysteme kfinnen fur die 
Herstellung eines Medikamentes verwendet werden. Infolge der spezifischen Aktivitaten der 
erfindungsgemaBen Agenzien wird das Medikament bevorzugt ein solches fur die Behandlung 
und/oder Prophylaxe von Tumorerkrankungen sein. Grundsatzlich eignen sich diese Agenzien 
fur alle Tumorerkrankungen bzw. Tumoren, insbesondere auch solche Tumoren, die p53 
enthalten, und solche, denen p53 fehlt. Unter dem Begriff Tumor sollen sowohl maligne wie 
benigne Tumoren verstanden werden. 



Das Medikament kann dabei in verschiedenen Formulierungen vorliegen, bevorzugterweise in 
einer flussigen Form. Weiterhin wird das Medikament Hilfsstoffe wie Stabilisatoren, Puffer, 
Konservierungsstoffe und dergleichen enthalten, die dem Fachmann auf dem Gebiet der Galenik 
bekannt sind. 

Das Medikament kann dabei insbesondere auch weitere pharmazeutisch aktive Verbindungen 
-enthalten: Die Art und der Umfang dieserweiferen pharmazeutisch aktiven Verbindungen wird 
dabei von der Art der Indikation abhangen, fur die das Medikament eingesetzt wird. Im Falle der 
Verwendung des Medikamentes ftlr die Behandlung und/oder die Prophylaxe von 
Tumorerkrankungen werden typischerweise Zytostatika, wie beispielsweise cis-Platin und Taxol, 
Daunoblastin, Adriamycin und/oder Mitoxantron verwendet. 

Die Verwendung von attenuierten Adenoviren wie Onxy-015, der hinsichtlich des E1B-55 kDa- 
Proteins defizient ist, ist bei der Verwendung zur viralen Onkolyse mit vergleichsweise geringen 
Erfolgsaussichten verbunden. Der vorliegende Erfinder hat ilberraschenderweise festgestellt, 
dass diese attenuierten Viren, insbesondere auch Onyx-015 mit besonders groBer Erfolgsrate bei 
solchen Tumoren verwendet werden kann, wo YB-1 unabhangig vom Zellzyklus im Zellkem 
vorkommt. Normalerweise ist YB-1 im Cytoplasma, insbesondere auch im perinuklearem 
Plasma vorhanden. In der S-Phase des Zellzyklus findet sich YB-1 im Zellkern von sowohl 
normalen wie auch Tumorzellen. Dies ist jedoch nicht ausreichend, urn eine virale Onkolyse 
unter Verwendung der von attenuierten Adenoviren zu bewerkstelligen. Die im Stand der 
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S, Schlag PM, Royer HD. Hyperthermia-induced nuclear translocation of transcription factor 
YB-1 leads to enhanced expression of multidrug resistance-related ABC transporters. J Biol 
Chem. 2001,276(30):28562-9; Hu Z, Jin S, Scotto KW. Transcriptional activation of the MDR1 
gene by UV irradiation. Role of NF-Y and Spl. J Biol Chem. 2000 Jan 28;275(4):2979-85; Ohga 
T, Uchiumi T, Makino Y, Koike K, Wada M, Kuwano M, Kohno K. Direct involvement of the 
Y-box binding protein YB-1 in genotoxic stress-induced activation of the human multidrug 
resistance 1 gene. J Biol Chem. 1998, 273(1 1):5997-6000). 

Das erfindungsgemafle Medikament wiirde somit an solche Patienten und Patientengruppen 
verabreicht werden bzw. ware fUr solche bestimmt, bei denen durch geeignete Vorbehandlungen 
ein Transport von YB-1, insbesondere in die entsprechenden Tumorzellen, bedingt werden 
wiirde. 

Damit betrifft die Erfindung in einem weiteren Aspekt auch ein Verfahren zum Screenen von 
Patienten, die mit einem attenuierten Adenovirus, wie Onyx-1 oder allgemeiner mit E1B- 
•defizienten, bevorzugterweise E1B 55 kDa-defizienten, Adenovirus behandelbar sind, 
gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 

- Untersuchen einer Probe des Tumorgewebes und 

- Festellen, ob YB-1 im Kem Zellzyklus-unabhangig lokalisiert ist. 

Die Probe des Tumorgewebes kann dabei durch Punktion oder durch einen chirurgischen 
Eingriff erhalten werden. Die Feststellung, ob im Kern YB-1 Zellzyklus-unabhangig lokalisiert 
ist, wird dabei haufig unter Verwendung mikroskopischer Techniken und/oder mittels 
Immunhistoanalyse, typischerweise unter Verwendung von AntikSrpern, erfolgen. Die Detektion 
von YB-1 erfolgt dabei unter Verwendung eines Mittels, das ausgewShlt ist aus der Gruppe, die 
Antikfirper gegen YB-1, umfasst. Der Nachweis dartiber, dass YB-1 im Kem und insbesondere 
dort Zellzyklus-unabhangig lokalisiert wird, ist dem Fachmann bekannt. Beispielsweise kann bei 
dem Durchmustern von gegen YB-1 gefirbten Gewebeschnitten die Lokalisation von YB-1 
leicht erkannt werden. Dabei ergibt sich bereits infolge der Haufigkeit des Auftretens von YB-1 
im Kem, dass es sich um eine Zellzyklus-unabhangige Lokalisation im Kem handelt. Eine 
weitere MOglichkeit zum zellzyklusunabhangigen Nachweise von YB-1 im Kem besteht in der 
Durchfuhrung einer Farbung gegen YB-1 und Feststellen, ob YB-1 im Kem lokalisiert ist, und 
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Durchfuhrung der Bestimmung des Zellstadiums der Zellen. Auch dies kann mittels geeigneter 
Antikorper erfolgen (Doppelimmunohistoanalyse). 

Die Erfindung wird im folgenden an Hand der Figuren und Beispiel weiter erlMutert, aus denen 
sich weitere Merkmale, Ausfuhrungsformen, Anwendungen und Vorteile ergeben. Dabei zeigt 

Fig. 1 die grundsatzliche molekulargenetische Organisation des Adenovirus; 

Fig. 2 eine Ubersicht verschiedener erfindungsgemaBer Nukleinsaure- bzw. 

Adenoviruskonstrukte; und 

Fig. 3 das Ergebnis einer Northern Blot- Analyse. 

In Fig. 2 sind verschiedene der erfindungsgemaBen Nukleinsaure bzw. Nukleinsaurekonstrukte 
dargestellt. So zeigt Fig. 2.1A einen erfindungsgemaBen rekombinanten adenoviralen Vektor, 
der El A-defizient und ElB-defizient ist, aber das Protein YB-1 exprimiert. 

Fig. 2. IB zeigt einen erfindungsgemaBen rekombinanten adenoviralen Vektor, der ebenfalls YB- 
1 exprimiert, bei dem jedoch die ElA-Region deletiert ist. Da El A fur die Expression fiir E1B 
verantwortlich ist, kommt es zu keiner bzw. einer verringerten Aktivierung von E1B, obwohl der 
Vektor das Gen aufweist. 

Fig. 2.2 zeigt einen erfindungsgemaBen rekombinanten adenoviralen Vektor, der ebenfalls YB-1 
exprimiert. Hier wird das Gen E1B bzw. ElB-55kDa fiber einen extemen ElA-unabhangigen 
Promotor gesteuert. Ein derartiger Promotor kann der CMV -, RSV- oder der YB-l-Promotor 
sein. 

Fig. 2.3 zeigt einen weiteren erfindungsgemaBen rekombinanten adenoviralen Vektor, der einen 
YB-1- unabhSngigen E2 late-Promotor aufweist. Dies wird dadurch erreicht, dass der 
vollstandige E2 late-Promotor entfernt wird oder eine gezielte Veranderung der Gensequenz 
innerhalb des Promotors vorgenommen wird, an welche YB-1 bindet (die sogenannte Y-Box) 
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Fig. 2.4 zeigt einen weiteren erfindungsgemaBen rekombinanten adenoviralen Vektor, bei dem 
sowohl der E2 late als auch der E2 early -Promotor deletiert und somit nicht mehr funktional 
aktiv ist. In dem schematisch dargestellten Vektor sind die beiden Promotoren durch einen 
Tumor- oder Gewebe-spezifischen Promotor, wie er hierin offenbart ist, ersetzt. 



Beispiel 1: Bedeutung von YB-1 fur die adenovirale Replikation 

Um den Nachweis zu erbringen, dass YB-1 die Expression von E2 iiber den E2 late-Promotor 
stuert, wurde der folgende experimentelle Ansatz gewahlt. 

Tumorzellen (HeLa-Zellen) wurden entweder mit Wildtyp-Adenovirus, einen El-minus 
Adenovirus oder mit einem El -minus Adenovirus, welches YB-1 exprimiert (AdYB-1) infiziert 
(K steht dabei fur Kontrolle; nicht infiziert). Nach 24 h wurde die gesamte RNA isoliert. 
AnschlieBend wurde eine Northern Blot-Analyse durchgeftihrt. Die isolierte RNA wurde dann 
gelelektrophoretisch in einem Formaldehyd-Agarose-Gel nach der GroBe aufgetrennt und auf 
eine Nylon-Membran geblottet und unter UV fixiert. Als radioaktiv markierte Sonde wurde ein 
cDNA-Fragment von 250 Basen, das komplementar ist zu einer Sequenz verwendet, die 
zwischen dem E2 early Promotor und dem E2 late Promotor liegt. Die Markierung der Sonde 
erfolgte mit Hilfe des Random Prime Labeling Systems der Firma Amersham. Die Auswertung 
der Filme ergab, dass nur bei mit Wildtyp-Adenovirus infizierten Zellen ein E2-spezifisches 
Signal vorhanden ist. 



Beispiel 2: Bedeutung von YB-1 ftlr die adenovirale Replikation 

Um den Nachweis zu erbringen, dass YB-1 die Expression von E2 iiber den E2 late-Promotor 
steuert, wurde der folgende weitere experimentelle Ansatz gewahlt, der auf dem in Beispiel 1 
beschriebenen Ansatz aufbaut. 
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Die radioaktive Sonde nach Beispiel 1 wird durch Kochen fur 2 Minuten in Wasser entfemt und 
nochmals mit einer anderen cDNA-Sonde hybridisiert. Diese Sonde liegt stromaufwarts des E2 
late-Promotors. 



Die Auswertung ergab das folgende Ergebnis: Sowohl die Wildtyp-Adenovirus infizierten Zellen 
wie auch die mit AdYB-1 infizierten Zellen weisen ein deutliches Signal bzw. eine spezifische 
E2-Bande auf. Daraus ergibt sich, dassYB-1 die E2-Region iiber den E2 late-Promotor steuert 
bzw. aktiviert. 



Beispiel 3 : Nachweis der spezifischen Bindung von YB-1 an den E2-Promotor 

Dem Experiment liegt die Oberlegung zugrunde, das YB-1 als Transkriptionsfaktor an die Y- 
Box (CAAT-Sequenz) innerhalb des E2 late-Promotors binden sollte. Urn eine solche 
spezifische Bindung von YB-1 an diesen Promotor nachzuweisen, wird eine sogenannte EMSA- 
Analyse (electrophoretic mobility shift assay) durchgefilhrt. Dabei werden 24 h nach Infektion 
der Zellen mit Wildtyp-Adenovirus die Kernprotein isoliert. AnschlieBend werden 1 - 10 ug 
Protein und ein kurzes DNA-Fragment mit einer Lange von 30 bis 80 Basen, das die E2 late- 
Promotorsequenz aufweist, zusammen bei 37°C fur 30 Minuten inkubiert. Dieses DNA- 
Fragment (Oligo) wird zuvor mit einer Kinase am 5'-Ende mit 32 P radioaktiv markiert. 
AnschlieBend erfolgt die Auftrennung in einem nativen Polyacrylamidgel. Falls das Protein YB- 
1 an einer Sequenz am Oligo bindet, kommt es zu einem sogenannten shift (Verschiebung), da 
durch die Bindung von YB-1 an das kurze DNA-Fragment, das am 5'-Ende radioaktiv markiert 
ist, im Gel langsamer wandert als ein ungebundenes Oligo. Dieser shift kann wieder aufgehoben 
werden, sobald man einen hundertfachen Oberschuss an nicht markiertem Oligo zum 
Reaktionsansatz zugibt. 



Als Ergebnis konnte festgestellt werden, dass YB-1 spezifisch an den E2-late-Promotor bindet. 

Als Kontrolle wurde Kommpetitions-Experimente durchgefuhrt. Dabei wird ein OberschuB vor 
nicht-markiertem E2-late-Promotor-Fragment zum Reaktionsansatz zugegeben. Daraufhin ist h 
dem obigen Reaktionsansatz ein shift nicht mehr festzustellen. 
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Soweit in der vorstehenden Beschreibung Bezug genommen wird auf den Stand der Technik, 
wird dieser bzw. dessen Offenbarungsgehalt hiermit durch Bezugnahme hierin aufgenommen. 

Die in der vorstehenden Beschreibung, den Anspriichen sowie den Zeichnungen offenbarten 
Merkmale der Erfindung konnen sowohl einzeln als auch in beliebigen Kombinationen fiir die 
Verwirklichung der Erfindung in ihren verschiedenen Ausftihrungsformen wesentlich sein. 
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AnsprOchg 

I. Nukleinsinre umfassend eine adenoviral. Nukleinsanre, dadurch gekennzeichne,, daas 
d.e Nuklemsaure eine fflr YB-1 codierende Nukleinsauresequenz umfasat. 

I Nukleinsanre nach Ansproch ,. dadurch gekennzeichne,, das* die adenoviral. 
Nuklemsaure eine filr El-B codierende NukleinsSure nmfasst. 

3^ Nukleinsanre naeh Anspruch , oder 2, dadurch gekennzeichne., daas die adenoviral 
NukleinsSure eine rur E4orf6 codierende Nukleinsanre umfaast 

4. Nukleinsanre nach Anapruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichne,, dasa ein Promoter 
vorgesehen ist, der die Expression von El-B steuert. 

5. Nukleinsanre nach einem der Ansprtlche 3 oder A, dadurch gekennzeichne,, daas ein 
Promoter vorgesehen ist, der die Expression von E4orf6 steuert 

6 nach einem der Ansprtlche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daas E1B daa 

El-B 55 kDa-Protein ist. 

1. Nukleinsanre nach einem der Anaprt>che ! bis «, dadurch gekennzeichne, daas die 
Nuk,e,nsanre fur fhnknona. inaktive Genprodukte E1B und/oder El nnd/oder E3 und/oder E4 
codiert. 

8. Nukleinsanre nmfassend eine fiir YB-1 codierende Nukleinsanre end eine einen 
Kerntransport von YB-1 vermiltelnde Nukleinsauresequenz. 



9. Nukleinsanre nach Ansprnch 8, dadurch gekennzeichne,, dass die den Kerntransport 
YB-1 verm.tte.nde Nnkleinsanreseqnenz ausgewahl, is, aus der Gruppe, die Signalsequenzen 
und Transportsequenzen umfasst. 



von 
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10. Nukleinsaure umfassend eine adenovirale Nukleinsaure, dadurch gekennzeichnet, dass 
die adenovirale Nukleinsaure anstelle eines funktionalen late E2-Promotors (spSter E2- 
Promotors) einen tumorspezifischen Promotor aufweist. 

11. Nukleinsaure umfassend eine adenovirale Nukleinsaure, dadurch gekennzeichnet, dass 
die adenovirale Nukleinsaure anstelle eines funktionalen late E2-Promotors (spater E2- 
Promotors) einen gewebespezifischen Promotor aufweist. 

12. Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, dass die 
adenovirale Nukleinsaure einen nicht-funktionalen early E2-Promotor (friiher E2-Promotor) 
umfasst. 

13. Adenovirales Replikationssystem umfassen eine adenovirale Nukleinsaure, wobei die 
adenovirale Nukleinsaure defizient fiir die Expression des El A-Proteins ist, und umfassend eine 
Nukleinsaure eines Helfervirus, wobei die Nukleinsaure des Helfervirus eine 
Nukleinsauresequenz umfasst, die flir YB-1 codiert. 

14. Adenovirales Replikationssystem nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass die 
adenovirale Nukleinsaure und/oder die Nukleinsaure - des Helfervirus als replizierbarer Vektor 
vorliegt. 

15. Vektor, bevorzugterweise ein Expressionsvektor, umfassend eine Nukleinsaure nach 
einem der Anspriiche 1 bis 12. 

16. Vektorgruppe umfassend mindestens zwei Vektoren, wobei die Vektorgruppe insgesamt 
ein adenovirales Replikationssystem nach Anspruch 13 oder 14 umfasst. 

17. Vektorgruppe nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass eine jede Komponente 
des adenoviralen Replikationssystems auf einem eigenen Vektor, bevorzugterweise einem 
Expressionsvektors, angeordnet ist. 
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IS. Vek.orgn.ppe naeh Ansprueh U, dadureh gekennzeiehnet, dass minded zwei 
Komponen.en des adenoviral Rcplikatjonssystems auf ^ Vetoorgruppe 
angeordnet sind. 

19. Adenovirus umfassendeineNukletoaure naeh einem der Anspriiehe Ibis 12. 

20. Adenovirus naeh Ansprueh 19 umfassend em Kapsid. 

21. Zelle umfassend eine Nukleinsaure naeh einenr der Ansprdehe . bis 1! und/oder em 
adenov.ra.es Repnka.ionssys.em naeh Ansprueh .3 Oder .4 und/oder einen Vektor naeh 
Ansprueh .5 und/oder eine Vek.orgn.ppe naeh einem der Ans pril ehe .6 bis 18 und/oder einen 
Adenovirus naeh Ansprueh 19 oder 20. 

22. Verwendung einer NukJeinsSure naeh einem der Ansprdehe 1 bis 12 und/oder eines 
adenovralen Replikationsavstems naeh Ansprueh .3 oner ,4 und/oder eines Veklorc naeh 
Anspnreh 15 und/oder einer Veklorengruppe naeh einem der Anspruehe 16 bis 18 nnd/oder eines 
Adenov,rus naeh Ansprueh .9 oder 20 und/oder einer Zelle naeh Ansprueh 2. zur HersteHung 
eines Medikaments. e 

f k J erWendUng " aCh ADSprUCh 22 ' Sekennzeiehne,, dass das Medikamen. fur die 

Behandlung und/oder Prophytae von Tumorerkrankungen 1st. 

24. Verwendung naeh Ansprueh 22 oder 23, dadureh gekennzeiehnet, dass das Medikamen. 
weiter erne phaimazeutisch wirksame Verbindung enthSlt 

25 Verwendung naeh Anspnreh 24, dadureh gekennzeiehne^ daas die pharmazeutisehe 
Verbmdung aus gewajut is. aus der Gruppe, die Zy.osU.ika umfass,, die bevorzug,erweis« 
ausgewahl. sind aus der Gmppe, die eis-PIann, Taxol, Daunoblaslin, Adriamycin und 
Mitoxantron umfasst 

26. Verwendung einer Nukleinsaure naeh einem der Anspnlehe 1 bis 12 und/oder eines 
adenovualen Replika.ionssys.ems naeh Ansprueh 13 Oder 14 und/oder eines Vektors naeh 
Ansprueh 12 und/oder einer Veklorengruppe naeh einem der Anspnlehe ,6 bis .8 und/oder eines 
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Adenovirus nach Anspruch 19 oder 20 und/oder einer Zelle nach Anspruch 21 zur Herstellung 
eines Medikaments fur die Behandlung und/oder Prophylaxe von Tumorerkrankungen, wobei die 
Tumorzellen eine vom Zellzyklus unabhangige Kemlokalisation von YB-1 aufweisen. 



erne 



27. Verwendung nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleinsaure fur 
adenoviral Nukleinsaure codiert und die adenoviral Nukleinsaure ElB-defizient, insbesondere 
E1B 55kDa-defizient ist. 

28. Verwendung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass der Adenovirus ElB- 
defizient, insbesondere E1B 55 kDa- defizient ist. 

29. Verwendung nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleinsaure fur eine 
adenovirale Nukleinsaure codiert und die adenoviral Nukleinsaure fur E1B codiert, 
insbesondere ftlr E1B 55kDa. 

30. Verwendung nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass der Adenovirus E1B 
exprimiert, insbesondere E1B 55 kDa. 

31. Verwendung nach Anspruch 26, 27 oder 28, dadurch gekennzeichnet, dass die 
adenovirale Nukleinsaure ftir E1A codiert. 

32. Verwendung nach einem der Anspriiche 26, 27 oder 28, dadurch gekennzeichnet, dass 
der Adenovirus El A exprimiert. 

33. Verwendung nach einem der Anspriiche 26 bis 32, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Tumor und/oder die Tumorerkrankung ausgewahlt ist aus der Gruppe, die p53-positive Tumoren, 
p53-negative Tumoren, maligne Tumoren, benigne Tumoren und Kombinationen davon umfasst. 



terweise 



34. Verfahren zum Screenen von Patienten, die mit einem E 1 B-defizienten, bevorzugte 
E1B 55 kDa-defizienten, Adenovirus behandelbar sind, gekennzeichnet durch die folgenden 
Schritte: 



- Untersuchen einer Probe des Tumorgewebes und 
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- Festellen, ob YB-1 im Kern Zellzyklus-unabhangig lokalisiert ist. 



35. Verfahren nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, dass die Untersuchung des 
Tumorgewebes unter Verwendung eines Mittels erfolgt, das ausgewahlt ist aus der Gruppe, die 
AntikSrper gegen YB-lumfasst. 

36. Verwendung eines Antikfirpers gegen YB-1 zur Bestimmung von Patienten, insbesondere 
Tumorpatienten, die mit einem ElB-defizientem, bevorzugterweise E1B 55kDa-defizientem 
Adenovirus behandelbar sind. 

37. Komplex umfassend mindestens ein YB-l-Molektil und mindestens ein E1B 55 kDa- 
Protein. 

38. Komplex nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, dass das YB-1-Molekttl ein 
transgenes YB-l-Molekiil ist. 

39. Komplex umfassend mindestens ein YB-l-Molekul und mindestens ein El A-Protein. 

40. Komplex nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, dass ein oder mehrere der Proteine 
der ElA-Region transaktivierend auf die adenovirale Genexpression, aber nicht auf die 
Replikation eines Adenovirus aktivierend wirkt/wirken. 

41. Verwendung eines Komplexes nach Anspruch 39 zur Tumorbehandlung, insbesondere 
zur Tumorlyse. 

42. Komplex nach Anspruch 37 oder 38, dadurch gekennzeichnet, dass das YB-1 nukleSr 
exprimiertes YB-1 ist. 

43. Verwendung eines ElB-defizienten Adenovirus zur Herstellung eines Medikaments zur 
Behandlung von Tumoren, die YB-1 im Kern aufweisen. 



44. Verwendung nach Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet, dass die Kernlokalisation von 
YB-1 unter dem Einfluss exogener MaCnahmen erfolgt. 
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45. Verwendung nach Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet, dass die exogenen MaBnahmer 
solche Maflnahmen sind, die ausgewahlt sind aus der Gruppe, die Bestrahlung, Zytostatika unc 
Hyperthermie umfasst. 

46. Verwendung nach Anspruch 44 oder 45, dadurch gekennzeichnet, dass die exogene 
MaBnahme an dem Organismus angewandt wird, fur den das Medikament bestimmt ist. 
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A 
Y 



A 
A 



WO 00 56909 A (BRUNORI MICHELE ;IGG0 
RICHARD (CH); BTG INT LTD (GB)) 
28. September 2000 (2000-09-28) 
Selte 6, Zelle 17 -Selte 7, Zelle 17 
Selte 9, Zelle 11 -Selte 10, Zelle 6 
Selte 12, Zelle 15 -Selte 13, Zelle 3 
Selte 22, Zelle 10 -Selte 29, Zelle 11 
Selte 31, Zelle 14 -Selte 32, Zelle 2; 
Abblldung 4 

SAFAK MAHMUT ET AL: "Physical and 
functional Interaction between the Y-box 
binding protein YB-1 and human 
polyomavlrus JC virus large T antigen" 
JOURNAL OF VIROLOGY, THE AMERICAN SOCIETY 
FOR MICROBIOLOGY, US, 
Bd. 73, Nr. 12, Dezember 1999 (1999-12), 
Selten 10146-10157, XP002177057 
ISSN: 0022-538X 

Zusammenfassung; Abblldungen 2-4 
das ganze Dokument 



YUN JEANH0 ET AL: "p53 negatively 
regulates cdc2 transcription via the 
CCAAT-b1nd1ng NF-Y transcription factor. 
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 
Bd. 274, Nr. 42, 

15. Oktober 1999 (1999-10-15), Selten 
29677-29682, XP002193311 
.ISSN: 0021-9258 

Selte 29681, rechte Spalte, Absatz 2 
das ganze Dokument 



US 5 856 181 A (MCCORMICK FRANCIS) 

5. Januar 1999 (1999-01-05) 

Spalte 9, Zelle 50 -Spalte 11, Zelle 52 

KIRN D ET AL: "ADENOVIRUS E1A MUTANTS 
THAT SELECTIVELY REPLICATE IN AND CAUSE 
ENHANCED DESTRUCTION OF CANCER CELLS IN 
VITRO AND IN NUDE MOUSE-HUMAN TUMOR 
XENOGRAFTS" 

CANCER GENE THERAPY, NORWALK, CT, US, 

Bd. 5, Nr. 6, SUPPL, 

November 1998 (1998-11), Selte S26 

XP000982296 

ISSN: 0929-1903 

das ganze Dokument 
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13-46 

39-42 
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13-46 

1-7, 
13-46 
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HEISE ET AL: "ONYX-015, an E+B 

gene-attenuated adenovirus, causes 

tumor-spec if 1c cytolysls and ant Humoral 

efficacy that can be augmented by standard 

chemotherapeutlc agents" 

NATURE MEDICINE, NATURE PUBLISHING, CO, 

US, 

Bd. 3, Nr. 6, 1. Jun1 1997 (1997-06-01), 
Se1 ten 639-645, XP002095383 
ISSN: 1078-8956 
das ganze Dokument 

BAR60U RALF C ET AL: "Nuclear 

localization and Increased levels of 

transcription factor YB-1 1n primary human 

breast cancers are associated with 

Intrinsic MDR1 gene expression" 

NATURE MEDICINE, NATURE PUBLISHING, CO, 

US 

Bd! 3, Nr. 4, April 1997 (1997-04), Selten 
447-450, XP002160622 
ISSN: 1078-8956 
das ganze Dokument 

WO 00 39317 A (MAX DELBRUECK CENTRUM 
;R0YER HANS DIETER (DE); W0ISCHWILL 
CHRISTIA) 6. Jul1 2000 (2000-07-06) 
das ganze Dokument 

US 6 140 126 A (C0WSERT LEX M ET AL) 

31. Oktober 2000 (2000-10-31) 

Spalte 1, 2e1le 49 -Spalte 3, Zelle 40 

US 6 110 744 A (ROTH JACK A ET AL) 

29. August 2000 (2000-08-29) 

Spalte 2, Zelle 62 -Spalte 3, Zelle 8 

Spalte 15, Zelle 14 - Zelle 45 

Spalte 21, Zelle 57 -Spalte 22, Zelle 50; 

Tabellen 1,2 

US 5 871 726 A (HENDERSON DANIEL ROBERT 
ET AL) 16. Februar 1999 (1999-02-16) 
Spalte 21, Zelle 50 -Spalte 22, Zelle 54 

WO 99 06576 A (CALYD0N INC ;SCHUUR ERIC R 
(US); YU DE CHAO (US); HERDENSON DANIEL) 
11. Februar 1999 (1999-02-11) 
Selte 57, Zelle 27 -Seite 58, Zelle 4 
Tabellen 1,2 
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RITTNER K ET AL: "Conditional repression 
of the E2 transcription unit 1n 
El-E3-deleted adenovirus vectors 1s 
correleated with a strong reduction 1n 
viral DNA replication and late gene 
expression 1n vitro" 

JOURNAL OF VIROLOGY, THE AMERICAN SOCIETY 

FOR MICROBIOLOGY, US, 

Bd. 71, Nr. 4, April 1997 (1997-04), 

Selten 3307-3311, XP002130029 

ISSN: 0022-538X 

Seite 3307, rechte Spalte, Zelle 1 - Zelle 
14; Abblldung 1 

Seite 3308, Unke Spalte, Absatz 3 -Seite 
3309, rechte Spalte, Absatz 1 

FANG B ET AL: "DIMINISHING ADENOVIRUS 
GENE EXPRESSION AND VIRAL REPLICATION BY 
PROMOTER REPLACEMENT" 
GENE: AN INTERNATIONAL JOURNAL ON GENES 
AND GENOMES, ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS, 
BARKING, GB, 

Bd. 71, Nr. 6, 1. Jun1 1997 (1997-06-01), 
Selten 4798-4803, XP002062030 
ISSN: 0378-1119 
Zusammenfassung 

Seite 4798, Unke Spalte, Absatz 3 -rechte 
Spalte, Absatz 1 

Seite 4802, rechte Spalte, Zelle 35 - 
Zelle 39 

DE 100 31 122 A (MAX DELBRUECK CENTRUM) 
22. Marz 2001 (2001-03-22) 
das ganze Dokument 

DE 199 29 569 A (HOLM PER SONNE) 
28. Dezember 2000 (2000-12-28) 
das ganze Dokument 
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ernaBonales Aktenzeichen 

INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT PCT/EP 01/15212 

Fe.d ■ Bemerkungen zu den AnsprOchen. die sich a.s n.cht techerch.e rbar erwiesln haben (Fortseteung von Punk, 2 auT iialTil 

GemaG Artikel^a) wurde aus fotgenden Grunden fur bestimm.e AnsprOche Icein Retfwchenbencht erstefit: 
1. [x] AnsprOche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen. zu deren Recherche die Behorde nfcht verpfltehte, 1st. nam«ich 

slehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 

2- | 1 AnsprOche Nr. 



3. AnsprOche Nr. 

wefl es sich dabe. urn abhang.ge AnsprOche handeh. die nlch, entsprechend Satz 2 ond 3 der Rage. 6.4 a) abgefaW sind. 



Feld II Bemerkungen bel mangelnder Einheitlichkelt der Erfindung (Fortset zung von Punkt 3 aul Blatt 1) 
Die in«ema,iona,e Recherchenbeh6rde ha, testgeslent. dar, diese interna*™* Anmeldung mehrere Erfndungen en,hai«: 

slehe Zusatzblatt 



H Ka^ 

3 ' D ss-^ 



4 a s«^-^^ 



Recher- 
er- 



Bemerkungen h,ne,ch«n C h e.nea Widerepruchs Q Die Ziehen GebOtuen wurden vom Anmeider un.er Wtoerepruch gezaht, 

[)[) DieZahlungzusauiicherRecherchengebuhren erlolgte ohne Widerspmch. 
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WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB dlese 
Internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erflndungen enthalt, 
narallch: 

1. AnsprOche: 1-7,13,14,16-18,27,34-46 (vol lstandlg), 15, 19-26, 
28-33 (tellwelse) 



Rolle des YB-1 Proteins fur die Adenovlrusrepllkatlon: 
-adenovlrale Nuklelnsauren oder adenovlrale 
Repl 1 kat 1 on ssy steme, die e1ne fOr YB-1 codlerende 
NuklelnsSuresequenz enthalten; Vektoren, Adenovlren, Zellen, 
medl2ln1sche Verwendungen 

-Screening fOr YB-1 Expression und Lokallsatlon 1m 
Zusammenhang mlt Adenov1rus-verm1ttelter Gentheraple 
-Komplexe, umfassend YB-1 und adenovlrale Protelne (E1B 
55kDa oder E1A) 

-Verwendung von ElB-def 1z1enten Adenovlren zur Herstellung 
elnes Medlkaments zur Behandlung von Tumoren, die YB-1 1m 
Kern aufwelsen 



2. AnsprOche: 8, 9 (vol 1 stSndlg), 15, 19-26, 28-33 (tellwelse) 

NuklelnsSure, umfassend e1ne fOr YB-1 codlerende 
NuklelnsSure und e1ne elnen Kerntransport von YB-1 
vermlttelnde NuklelnsSuresequenz; Vektoren, Adenovlren, 
. Zellen, med1z1n1sche Verwendungen 



3. AnsprOche: 10-12 (vol lstandlg), 15, 19-26, 28-33 (tellwelse) 

adenovlrale Nuklelnsauren m1t modlf Izlerten oder 
nicht-funktlonalen Promotern; Vektoren, Adenovlren, Zellen, 
med1z1n1sche Verwendungen 



iNSOOCID: <WO 0205371 1 A3.L> 
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Fortsetzung von Feld 1.1 



?m W S51c?Kn/K SP /i J ? h ? 6 ? 1ch * um Te11 auf e1n D1agnost1z1erverfahren, das 
am menschllchen/tlerlschen Korper vorgenommen w1rd, bezleht, wurde die 
Recherche durchgefuhrt und grundete slch auf die angefiihrten Wirkungen 
der Verblndung/Zusammensetzung. 

Obwohl die Anspriiche 41, 44-46 slch auf eln Verfahren zur Behandlung des 
menschllchen/tlerlschen KSrpers bezlehen, wurde die Recherche 
durchgefuhrt und grundete slch auf die angefOhrten Wirkungen der 
Verblndung/Zusammensetzung. 



Fortsetzung von Feld 1.1 

Regel 39.1(1y) PCT - D1agnost1z1erverfahren, die am menschllchen oder 
tierlschen Korper vorgenommen werden 

Regel 39. l(1v) PCT - Verfahren zur therapeutlschen Behandlung des 
menschllchen Oder tierlschen Korpers 
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